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1.1 Why bacteria produce antibiotics Fungi,  bacteria,  and  actinomycetes  are  important  antibiotic  producing organisms. Streptomyces are active  in the production of a variety of antibiotics. The  ecological  role  of  antibiotics  is  poorly  understood.  Classically,  antibiotic production by microbes has been viewed as a means of mediating  interactions with  surrounding  microbial  neighbors.    They  serve  as  a  type  of  microbial weapon  used  to  kill  off  other  microbes  competing  for  limited  resources. However,  recent  studies  have  shown  that  antibiotics  may  function  in  a  much more  subtle  manner.  At  concentrations  below  inhibitory  levels  for  target bacteria, antibiotics can modulate bacterial transcriptional profiles (Yim 2007). Therefore,  antibiotics  could  actually  be microbial  signaling molecules  that  are toxic at unnaturally high concentrations.   Oftentimes,  as  a  result  of  horizontal  gene  transfer,  the  enzymes  used  in  the production of antibiotics in bacteria and fungi are found on a continuous stretch of DNA known  as  a  gene  cluster.      This  gene  cluster  encodes  for  proteins  that make the necessary building blocks for the antibiotic, the enzymes that connect and  modify  the  building  blocks  into  a  functional  molecule,  the  regulatory proteins  responsible  for  the  expression  of  the  antibiotic  under  various conditions, and proteins that prevent the bacterial or fungal antibiotic producer from dying from their own product (Clardy 2009).  
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1.2 Pathways of antibiotic production similar to metabolic pathways Mutation,  duplication,  deletion,  and  rearrangement  are  the  same  evolutionary methods  of  protein  diversification  that  results  in  novel  antibiotics.  Moreover, antibiotic assembly  is a modular process  that also contributes  to  the variety of derivatives that can be produced from a basic antibiotic core structure like beta‐lactam  in  penicillins  and  cephalosporins,  or  the  aminocyclitol  ring  linked  by glycosidic  bonds  to  amino  sugars,  an  identity  of  the  aminoglycoside  family (Figure 1.1)  (Jana 2006) Most antibiotic biosynthetic pathways mimic anabolic and catabolic pathways that the bacteria, fungi, or actinomycetes use to sustain life. The enzymes used to produce the antibiotic are related only  in  function to those  that  produce  biological  molecules  necessary  for  carrying  out  basic metabolic  needs  (Clardy  2009).  Tetracycline’s  biosynthetic  pathway  is  closely related to fatty acid biosynthesis, whereas, streptomycin production utilizes the same type of reactions for glycogen and cellulose production (Clardy 2009).  
1.3 Mechanisms of Antibiotic Action The  different  classes  of  antibiotics  exert  their  bactericidal  and  bacteristatic properties  by  disrupting  essential  cellular  functions.  Aminoglycosides, tetracyclines,  and  spectinomycin  bind  to  the  30S  ribosomal  subunit  whereas chloramphenical,  lincomycin,  clindamycin,  and  macrolides  bind  to  the  50S ribosomal  subunit  inhibiting  protein  synthesis.  Rifampin,  rifamycin,  and rifampicin bind to DNA‐dependent RNA polymerase and inhibit initiation of RNA 
   3 
synthesis.  Quinolones  bind  to  the  A  subunit  of  DNA  gyrase  and  prevent supercoiling of DNA, thus inhibiting DNA synthesis. Sulfonamides, sulfones, and trimethoprim act as small molecule inhibitors competing with natural substrates and  preventing  formation  of  crucial  metabolites  such  as  folic  acid  (Howland 1997).  
1.4 Mechanisms of Antibiotic Resistance Numerous bacteria, fungi, and parasites have grown immune to the current anti‐microbial  arsenal.  Resistance  is  the  ability  for  a  bacterium  to  survive  at sufficiently high concentrations of an antibiotic. At a high enough concentration, even the most resistant bacterium will die from a given antibiotic. In the clinical world, of great concern  is  the concentration needed to  inhibit  the growth of or kill a bacterial species must also be well tolerated by the human body. A single bacterium may use one or more of the four basic methods of resistance. The first method  is mutational  alteration of  the  target protein  so  that  antibiotics would not  recognize  their  target.  Ribosome  modification  confers  resistance  to  the bactericidal aminoglycosides in Mycobacterium tuberculosis (Nikaido 2009). The second is enzymatic modification of the antibiotic. β‐lactamase is an enzyme that cleaves  the  β‐lactam  ring  of  penicillins  rendering  them  useless  against 
Staphylococcus aureus  (Gold 1996). The third method involves multidrug‐efflux pumps  causing  extrusion  of  the  antibiotic  from  inside  the  cell  (Nikaido  2009; Wright  2011).  The  fourth method  is molecular  bypass where  the microbe  has evolved  mechanisms  to  circumvent  antibiotic  action.  Vancomycin  resistance 
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involves  the  elaborate  expression  of  five  genes  that  sense  the  presence  of vancomycin and alter vancomycin’s small molecule target from an amide bond to an  ester  bond  preventing  productive  binding  of  the  antibiotic  (Wright  2011). Because bacteria oftentimes harbor several of these resistance mechanisms for a single class of antibiotics, the lifespan of utility for these drugs are finite.   
1.5 The Rise of Antimicrobial Resistant Organisms and need for Antibiotic 
discovery According  to  a  recent  study,  methicillin‐resistant  strains  of  Staphylococcus 
aureus  are  estimated  to  cause  19,000  deaths  per  year  in  the  United  States resulting in an estimated  $3‐4 billion health care costs per year (Duggal 2011). The threat of resistance is so severe that the World Health Organization’s theme for  World  Health  Day  2011  was  “Antimicrobial  resistance”  (WHO  2011).  The rapidly  emerging  antibiotic  resistant  strains  of  bacteria  are  rendering  current therapies futile. Therefore, it is imperative that novel treatments are discovered and/or  engineered  to  stem  the  tide  of  this  global  threat.  In  order  to  do  so, improved screening techniques are necessary for the detection and evaluation of therapeutic  drug  candidates  and  targets.  An  understanding  of  how  enzymatic drug  targets  function  will  enable  creation  of  viable  inhibitors.  A  thorough knowledge of  these therapeutic candidates’ biosynthetic pathways  is necessary for  the  creation  of  their  more  potent  and  effective  derivatives.  Also, understanding the formation of these candidates will facilitate the development of an efficient and economically viable process for their production. 
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S. rubellomurines FrbG            ---------------MTHYATVICGGGPAGVSAVVAAAVQGRLEEFLDRG 
glutamate synthase [HTCC2633]     MQQECPGQERPQDAADKHEETAVLKFTSTDQRYPDKRSADERRADFNEIY 
                                            .*  *.:    .:.       :.: *  :* :    
 
S. rubellomurines FrbG            VLLVEATGRAGSGSIPHYGIRANSLGS----AFLECLDGPAGSGLLAGLA 
glutamate synthase [HTCC2633]     APFSLEQGEAQAERCSQCGVPFCQSGCPLHNDIPDWLMLVAEGRLEEAYE  
                                  . :    *.* :   .: *:   . *.     : : *   * . *  .   
 
S. rubellomurines FrbG            DSAEARELRGWADEYPPLPVVGAFLTLVGER--------VVDALRRHPRC  
glutamate synthase [HTCC2633]     RSSATSAMPEICGRICPQDRLCEGACVIEQSGHGAVTIGSVETFITETAW  
                                   *: :  :   ...  *   :     :: :          *:::  ..  
 
S. rubellomurines FrbG            DALLGHRVVEVRTGPERATVLLSGPDGE-----LSHTGDRVLLTMGGRER  
glutamate synthase [HTCC2633]     KNGWVKPIRPVRKTGLSVGIVGSGPAGLSAAERLAQHGHDVTIYERQDRA  
                                  .    : :  **.    . :: *** *      *:: *. * :     .   
 
S. rubellomurines FrbG            TELAPDALA------ALVERRP------GLRVLSSGEVITDPSWHP----  
glutamate synthase [HTCC2633]     GGLLIYGIPNFKLDKSVVERRTKRLEEGGVVFKLNFEVGKDATLEQLRER  
                                    *   .:.      ::****.      *: .  . ** .*.: .      
 
S. rubellomurines FrbG            -----DAASPHRALGSIAVLGGAHSAWAVAAHLARLARAGWFAGPVEVTV   
glutamate synthase [HTCC2633]     HDAVFVGAGAYAARALTCPGGGGRGLVAALDYLTASNKAGFGEEAESGGR  
                                        .*..: * .  .  **.:.  *.  :*:   :**:   . .   
 
S. rubellomurines FrbG            VERRLPPIFYFS---------------AAEARAEGYRWDEADVCGPSGRV 
glutamate synthase [HTCC2633]     LNAKGKRVLVIGGGDTAMDCVRTAIRQGADSVACLYRRDRTNMPGSAREV 
                                  :: :   :: :.               .*:: *  ** *.::: *.: .* 
 
S. rubellomurines FrbG            HR-------FGGLRGPARELARQVMGLAAEKAPDGFGQVVLDGPWTAEAL 
glutamate synthase [HTCC2633      VHAEEEGAMFDWLSAPAAILGDAETATGVRIQKMTLGAPDASGRRRPVAM 
                                   :       *. * .**  *.    . ...     :*    .*   . *: 
 
S. rubellomurines FrbG            EAAVG--DADLVITALGYDAR-LPRLLGADGRELELARPRGAVDTGRDGL 
glutamate synthase [HTCC2633]     PGQEEDRNADMVIAALGFEPENFPESLGAQGLELNPRGAIRVSERCRTAL 
                                   .     :**:**:***::.. :*. ***:* **:   .  . :  * .* 
 
S. rubellomurines FrbG            PGLAAGGRAER---LVMYGLGAGLVPSEETGGEPGYRGRLDGVWVYQHDI 
glutamate synthase [HTCC2633]     PGVYAGGDAVRGASLVVWAVRDGLDAAETIHADLMARAKTAQTQPIAEPA  
                                  **: *** * *   **::.:  ** .:*   .:   *.:   .    . 
 
S. rubellomurines FrbG            GAVILRALLANDRTEDGR  


















































Data collection     Space group  C2  C2 Unit cell dimensions       
a, b, c (Å) 121.3, 64.7, 69.2   121.3, 64.6, 69.1 
    α, β, γ  (°)  90.0, 124.7, 90.0   90.0, 124.8, 90.0 Resolution (Å)  50‐1.6 (1.66‐1.6)1  50‐1.8 (1.86‐1.8)1 Rsym (%)2  5.8 (27.1)  6.9 (20.6) I / σ(I)  42.1 (4.8)  37.6 (8.5) Completeness (%)  97.2 (88.4)  97.7 (96.3) Redundancy  7.5 (5.9)  5.9 (5.6) |FH|/e (anomalous)    1.27 FOM/DM FOM 3    0.376/0.76 
Refinement     Resolution (Å)  25.0‐1.6  50‐1.8  Number of reflections  53,510   37,775 Rwork / Rfree4  19.3%/22.1%  24.4%/27.9% Number of atoms     Protein  3122    Solvent  487    NADP  48    FAD  53   Average B value     Protein  19.8    Solvent  31.9    NADP  15.9    FAD  11.8   R.m.s deviations     Bond lengths (Å)  1.64  1.63 Bond angles (°)  0.006  0.014 
 
1. Highest resolution shell is shown in parenthesis. 
2. Rsym = Σ |(Ii) - <Ii> | Σ Ii  (is this correct?)  where Ii = intensity of the ith reflection and <Ii> = 
mean intensity. 
3. Mean figure of merit before and after density modification. 
4. R-factor = Σ(|Fobs|-k|Fcalc|)/Σ |Fobs|and R-free is the R value for a test set of reflections 
consisting of a random 5% of the diffraction data not used in refinement.  
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   Table 3.2 Bond distance between atoms of prosthetic group FAD with FrbG and proposed neighboring H2O/solvent molecules within H‐bonding distance           FAD          H2O    FrbG Group    Atom       Atom  Amino acid  Atom               Distance                        (Å)    Adenine  AN3       ALA41      N        3.12 AN1      VAL131     N        2.77 AN6      VAL131     O        3.15  Ribose   AO2*      GLU40      OE2        2.71 AO2*          Owat              2.73 AO3*      GLU40      OE1        2.81             Phosphates  AO1          Owat              2.66 AO1      SER49   OG        2.87 AO2      SER49           2.83 O1P      ALA14     N        2.86 O1P          Owat                2.50 O2P      LEU389    N        3.07  Ribitol   O4          Owat               2.75      Flavin    O2      VAL412    N        2.72     O2          Owat               2.55 N5          Owat              2.84     N3              Owat               2.64     O4          Owat               2.89     O4      ASN58    N        2.94  N – nitrogen; O – oxygen; ALA – alanine; VAL‐ valine; GLU – glutamic acid; SER – serine; LEU – leucine; ASN ‐ asparagine 
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Table 3.3 Bond distance between atoms of cofactor NADP(H) with FrbG and proposed neighboring H2O/solvent molecules within H‐bonding distance          NADP+        H2O    FrbG Group    Atom       Atom  Amino acid  Atom               Distance                        (Å)    Nicotinamide NN7      ASP410     O        2.82 NO7          Owat                3.21 NO7          Owat              2.72 NN1      HIS221  ND1        2.41  D‐Ribose  NO3*          Owat              2.98 NO3*      ASP410  OD2        2.44 NO2*          Owat              2.78 NO2*           Owat               2.81  Phosphates  AO1          Owat              2.73     AO1          Owat              2.79 AO2          Owat              2.73 NO1      SER222  OG        2.72 NO1          Owat               2.93 NO2      SER222    N        2.83 NO2      HIS221    N        3.05 NO2           Owat               2.79  Ribose‐P  3AOP      ARG250  NH1        2.94 3AOP          Owat               3.12     1AOP          Owat               2.57 1AOP          Owat               2.95 1AOP          Owat               2.72 2AOP          Owat               2.52     AO3*         GLY219    N        2.94 AO4*         ALA338     O         3.20  Adenine  AN1      ARG250  NH2        3.21 AN1          Owat              2.76     AN6      ALA172    O        2.98 AN6              Owat               3.12     AN7          Owat               2.78     AN3          Owat                3.10  
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N – nitrogen; O – oxygen; P – phosphate; ASP – aspartic acid; HIS‐ histidine; SER – serine; ARG – arginine; GLY ‐ glycine         Table 3.4 Bond distance between oxygen of proposed water molecules and atoms of FrbG residues within hydrogen bonding distance         H2O           FrbG       Atom        Amino acid    Atom               Distance                    (Å)         Owat              GLY10       O        3.28     Owat              GLY12       N        2.89        Owat              GLY15       N        2.82            Owat              ASN58       ND2        2.83   N – nitrogen; O – oxygen; GLY – glycine 
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    Table 3.5 Bond distance between atoms of the nicotinamide group and isoalloxazine ring with FrbG residues and proposed H2O molecules within H‐bonding distance.   Nicotiamide        Isoalloxazine               Atom                      Atom                    Distance                      (Å)         NC4                           N5            3.28       NO7               N3            3.67        NN7               N1            3.56   N – nitrogen; O – oxygen; NC – Carbon; NO – Oxygen; NN ‐ Nitrogen  
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   Table 3.6 Bond distance between atoms of prosthetic group FAD with TrxR and neighboring H2O within H‐bonding distance. Hydrogen bonds (cutoff <3.2 Å) are listed.           FAD          H2O    FrbG Group    Atom       Atom  Amino acid  Atom               Distance                        (Å)    Adenine  AN3       LYS33      NH        3.3 AN1      VAL181     NH        2.9 AN6      VAL181     CO        2.9  Ribose   AO2*      GLU32      OE2        2.7     AO3*      GLU32      OE1        3             Phosphates  OAB              GLN39    NH        2.9 OAC      GLN39  NE2        2.9 OBZ      ASP281    NH        2.9 OBZ      GLY111    NH     water mediated OBY      ALA12     NH          3 OBY      GLY13     NH    water mediated  Ribitol   O2’              LYS288     O        2.9     03’      ASP281   OD1        2.5     04’      ILE40     NH    water mediated  Flavin    O2      VAL290    NH        2.8     N3      ASN48   OD1        2.8     O4      GLU47     NH    water mediated     N5      SER43     OG    water mediated   NH – nitrogen; O – oxygen; ALA – alanine; VAL‐ valine; GLU – glutamic acid; SER – serine; LEU – leucine; ASN – asparagine; LYS – lysine; GLN – glutamine; ILE – isoleucine      
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